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はじめに
　近年、ライフスタイルの変化と共に、糖尿病は激増し
ており、2002年には、糖尿病の疑われる日本人は1，620
万人であり、6．3人に1人が耐糖能異常を有しているこ
とが知られている。糖尿病の罹患期間が長期にわたると、
糖尿病性血管合併症（網膜症・腎症・神経障害、及び脳・
心・末梢血管系の動脈硬化症）が発症・進展し、患者の
quality　of　lifb（QOL）を著しく障害するとともに、生
命予後をも悪化させる。糖尿病網膜症による失明は年間
3，500人、糖尿病性腎症による人工透析導入は年間12，6
30人にもなっている。さらに、糖尿病性血管合併症も
増加の一途をたどっており、医療上のみならず、社会的
にも問題となっている。例えば、1997年現在、日本の
総医療費の中で糖尿病を主病名とする医療費は約1兆円
であり、内科関連疾患の中で第4位（悪性新生物、脳血
管疾患、高血圧性疾患に次ぐ）である。医療費の伸び率
は、1979年に比較して5．1倍と最も高い疾患となってい
る。従って、費用効率の良い糖尿病治療システムの構築
が急務となっている。今日では、糖尿病は、高血圧、高
脂血症、肥満と共に生活習慣病の一角を形成する臨床上
最も注目される疾患の一つとなっている。糖尿病性血管
障害は、主として、動脈硬化性病変を特徴とする大血管
症（脳・心・末梢血管系の動脈硬化症）と、糖尿病に特
有の細小血管障害（網膜症・腎症・神経障害）に分類さ
れているが、いずれにおいても血管内皮細胞の機能障害
が初期に認められ、血管病の発症・進展に内皮細胞の機
能変化が大きく関与している。ゆえに、血管内皮細胞の
機能変化を検討することは、糖尿病研究における重要な
テーマである㌧
　血管内皮細胞は、直接血液と接する一層の上皮細胞で、
種々の刺激によって、血管収縮因子（endothelium－
dehved　contracting　factor；EDCF）、弛緩因子（endo－
thelium－derived　relaxing　factor；EDRF）、増殖因子、
抗凝固因子等を産生、放出し、血管平滑筋細胞の張力、
代謝、増殖や、血液凝固などを調節している（Fig．1）2＾㌔
一 般的に、内皮細胞は、平滑筋細胞の張力を低下させる
と共に血栓を予防する方向に働くため、抗動脈硬化とし
て重要な役割を果たしていると考えられる。従って、内
皮機能障害は、血管の過収縮、血栓形成等を引き起こし、
動脈硬化の方向へと進んでいく。内皮細胞はEDRFを産
生放出して、血管緊張性を調節しているが、EDRFとし
ては、一一酸化窒素（NO）、プロスタサイクリン（PGI2）、
内皮由来過分極因子　（endothelium－derived
hyperpolarizing　f5ctor；EDHF）がある2w51。これらの
寄与は血管径により異なり、NOは大血管にて主要な因
子であるが、一方、EDHFは血管径が小さくなる程その
寄与が大きい4，5‘。EDHFは、これまで、　K　ion，
epoxyeicosatrienoic　acids，過酸化水素，　gap　junction
等の候補因子が挙がってきているが、動物種、血管部位
によってこれらの因子の関与が異なり、未だ統一した見
解が得られていないのが現状である3・4・61。EDHFは、
NOとは対照的に細小血管で強く認められるため、
EDHFの障害が網膜症、腎症、神経症等の発症・進展に
大きく寄与している可能性が考えられる。換言すれば、
EDHF反応を改善すれば、糖尿病性細小血管障害を軽減
できる可能性があると考えられる“。
　本総説においては、糖尿病時におけるEDHFシグナリ
ングの障害メカニズムの解明に関して、自身の研究を中
心に報告したい。
1．ストレプトゾトシン誘発糖尿病ラット腸間膜動脈
　におけるEDHF様弛緩反応の検討
　血管内皮細胞にブラジキニン、アセチルコリン
（ACh）等が作用すると、　NOや、　PGI、が産生され、平
滑筋が弛緩するが、これらとは異なるEDHFも産生され、
膜の過分極を引き起こし弛緩する。すなわち、EDHFは、
血管に存在するpotassium　channelsを、直接あるいは
間接的に開口することにより平滑筋の過分極を引き起こ
すような110n－NO／non－PGI、性の内皮由来弛緩因子であ
り、EDHF研究はしばしば、　NO合成酵素（NOS）とシ
クロオキシゲナーゼ（COX）の阻害薬を処置して検討
されている。糖尿病時におけるEDHFの反応について検
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Fig．1Vasoactive　mediators　released　by　the　endothelium．　The　endothelium　produces　factors　that　promote　both　contraction
　　　（left）and　relaxation（right）．　EC＝endothelial　cell，　SMC＝smooth　muscle　cel1，　Ang＝angiotensin，　ACE＝
　　　angiotpnsin－converting　enzyme，　ACh＝acetylcholine，　ADP＝adenosine　diphosphate，　BK＝bradykinin，　cAMP／cGMP
　　　＝cycllc　adenosine！guanosine　mongphosphate，　COX＝cyclooxygenase，　ECE＝endothelin－converting　enZyme，　EDHF
　　　＝endothelium－derlvgd　hyperpolarlzlng　fごctor，　ET＝endothelin，5－HT＝5－hydroxytryptamine（serotonm），　L－Arg＝
　　　L－arglnine，　NO＝nlt亘c　oxide，　NOS＝nitric　oxlde　synthase，02’＝superoxlde，　PGH2＝prostaglandin　H2，　PGI2＝
　　　prostacyclin，　Thr＝thrombin，　TXA2＝thromboxane　A2，　AT＝angiotensmerglc　receptor，　B＝bradykinergic　receptor，
　　　ETA／ETB＝endothelln　A／B　receptor，　M＝muscarinic　receptor，　P＝purinerglc　receptor，　S＝serotonergic　receptor，　T
　　　＝thrombin　receptor，　TXニthromboxane　receptor，
討するため、ストレプトゾトシン（STZ）誘発1型糖尿
病ラット腸間膜動脈におけるACh誘発EDHF様弛緩反
応について検討を行った（Fig．2）。同週齢の対照群と
比較し、STZ群で、　EDHF様弛緩反応の減弱が観察され
た。EDHFは、幾つかの候補因子が挙がってきており、
血管部位や動物種によって寄与が異なることが知られて
いる4，6）。そこで、gap　junction阻害薬を処置して検討
したところ、EDHF様弛緩反応の抑制が観察された
（Fig．2）。　EDHFは単一で作用するのではなく、幾つか
の因子が複合的に作用する可能性についても報告されて
いるが、現時点では少なくともラット腸間膜動脈におい
ては、EDHFシグナリングは主として、　gap　junctionが
内皮細胞の過分極を平滑筋細胞に伝えるために引き起こ
されるものと考えられる。
　Gap　junctionは、コネキシンという4回膜貫通型タ
ンパク質が6つ集まって形成されるコネクソンという中
央に穴のあいた構造が、隣り合った細胞のそれぞれの膜
にあり、これら二つが細胞外部分で結合して細胞同士を
繋ぐ小さなトンネルのような構造を形成している71。イ
オンや小さな分子（＜1kDa）はgap　junctionを通過で
きるので、隣接した細胞間にgap　junctionが存在してい
ると、細胞同士は電気的にカップリングしていることに
なる。血管細胞においても、内皮細胞同士、平滑筋細胞
同士のgap　junctionの存在が知られているが、内皮細胞
と平滑筋細胞間のgap　junctionの存在（myoendothelial
gap　junction）も知られ、これを介した電気的伝導すな
わち過分極シグナルの伝達がEDHFシグナルとして重要
であることが近年明らかとなっている71。EDHF様弛緩
反応にはgap　junctionが関与することが明らかとなった
が、近年、セカンドメッセンジャーであるサイクリック
AMP（cAMP）がgap　junctionを介する電気的カップ
リングを促進し、EDHFシグナリングの調節因子として
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働くことが報告されている7・81。そこで、cAMPを分解す
る酵素であるホスポジエステラーゼ（PDE）の阻害薬
であるIBMXを処置することで、細胞内cAMP量を上昇
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させた条件下においてEDHF様弛緩反応について検討し
たところ、弛緩反応の著明な増強が観察された（Fig．2）。
興味深いことに、この条件下におけるEDHF様弛緩反応
は、糖尿病群と対照群で同程度であった。従って、糖尿
病時においては、cAMP系シグナリングの障害によって、
cAMPのEDHFシグナリングに対する調節作用がなくなっ
て弛緩反応の減弱が起こっている可能性が示唆された9〕。
2．ストレプトゾトシン誘発糖尿病ラット腸間膜動脈
　におけるcAMP系シグナリングの変化
100
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Fig．2Concentration－response　curves丘）r　the　endothelium－
　　　derived　hyperpolarizing　f這ctor　（EDHF）　－type
　　　relaxations　ln　mesenteric　artery　fテom　age－matched
　　　晋融品鵠e罐跳，i澗膓ぽ㌫
　　　plied　40　min　befbre　the　PE　application，　and　was
　　　present　thereafter．　Each　data－point　represents　the
　　　mean　±　SE伽m　13　expe亘ments．＊＊＊P＜0．001，
　　　diabetic　vs．　control．　Eflbcts　of　the　gapヨunction　in－
　　　hibitor　18α一GA　and　the　PDE　inhibitor　IBMX　on
　　　器mE㌫認〔，Je認瓢s（醤欝鵠：、、譜
　　　rats．　Each　data－point　represents　the　mean±SE　of
　　　6－9experiments．＊＊＊P＜0．001，＊＊P＜0．01，　L－NNA
　　　＋indomethacin　group　vs．　L－NNA＋indomethacin＋
　　　18α一GA　or　IBMX　group
　糖尿病ラット腸間膜動脈におけるEDHFの障害に、
cAMPシグナリングの低下が関与している可能性が考え
られたので、cAMPシグナリングに着目して検討を行っ
た。cAMPは、細胞の種々の機能調節に重要な役割を果
たしており1°・’11、アデニル酸シクラーゼ（AC）により
産生し、PDEにより分解される。また、　cAMPはcAMP－
dependent　protein　kinase（PKA）を介して様々な反
応を引き起こす’°・111。
　PDEは、現在11種類知られており、局在・性質が各々
異なるが、血管においては、PDE3、　PDE4がcAMPを
分解する酵素として特に重要であるので、これらの特異
的阻害薬存在下におけるEDHF様弛緩反応について検討
したところ（Fig．3）、　PDE4特異的阻害薬（Ro　20－
1724）においては、特に影響がなかったが、PDE3特異
的阻害薬（cilostamide）存在下においては、対照群、
糖尿病群いずれにおいても、EDHF様弛緩反応が増強し、
糖尿病群で特に顕著なものであった。従って、糖尿病時
におけるEDHFの減弱にはPDE3が関与している可能性
が示唆された。実際に、腸間膜動脈のACh刺激におけ
るcAMP産生について検討したところ（Fig．4）、刺激15
秒でcAMPの増加が起こり、60秒で減少していたが、こ
の減少度合いは、糖尿病群で顕著なものであった。また、
PDE3阻害薬を処置することで、刺激後60秒での産生減
少が抑制され、糖尿病時においては、PDE3活性が尤進
していることが示唆された。また、腸間膜動脈における
PDE3，　PDE4のmRNA、蛋白発現を検討したところ
（Fig．4）、　PDE3A，　PDE3B発現が糖尿病群において増
加していたので、糖尿病時においては、PDE3発現増加
に伴った活性の異常充進によってcAMPがEDHF促進作
用を及ぼす以前に素早く分解されてしまう可能性が示唆
された。糖尿病動物における種々の組織において、
PDE3発現・活性の上昇が幾つか報告されており121、　PD
E3は、糖尿病病態に起因した種々の変調における鍵分
子であると考えられる。
　ACは、現在少なくとも9種類のisofbrmが存在し、調
節機構や、局在が各々異なっている13）。そこで、STZ誘
発糖尿病ラット腸間膜動脈におけるACに関連した弛緩
反応に関して検討を行った14。EDHFと関連させるため、
NOSとCOXの阻害薬を処置し、さらに、　PDEの関与を
除くためにPDE阻害薬を処置した条件下において検討
したところ、AC活性化薬（fbrskolin）及び、　AC5活性
27一
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Fig．3Ef琵cts　of　speci丘c　PDE　inhibitors　on　the　EDHF－type　relaxations　in　mesenteric　arteries伽m　age－matched　controls
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　rats．　ACh－mduced　relaxations　were　enhanced　by　the　PDE3－selective　inhibitor　cilostamide（A）and　diabetic（B）
　　　　　　（1μM），but　not　by　the　PDE4－selective　inhibitor　Ro　20－1724（10μM）．Each　data－point　represents　the　mean±SE
　　　　　丘om　6－12　experiments．＊＊＊P＜0．001，　L－NNA＋indomethacin　group　vs．　LNNA＋indomethacin＋cilostamide
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　　　　　［PDE3A（120　kDa）and　PDE3B（135　kDa）］in　mesenteric　arteries．
一28一
Proc．正｛oshi　Univ，　No．49，2007
A
0
20
　　　　　40
（??????????
60
80
■O－Control
■●）－Diabetic
051015202530Time　after　FSK　application（mm）
B
0
????????? ??
（???＝???
60
80
鴫｝Control
■●pDiabetic
051015202530Time　after　NKH477　application（min）
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Fig．6cAMP　levels　in　mesenteric　arteries丘om　control　and　diabetic　rats．　Mesen七eric　arteries　were　treated　with　IBMX
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化薬（NKH477）の弛緩反応が、　STZ群で低下してい
た（Fig．5）。これらによるcAMP産生を検討したとこ
ろ、fbrskolinでは、両群差が認められなかったが、
NKH477では、　sTz群で低下していた（Fig．6）。また、
AC　isofbrm発現を検討したところ、対照群と比較し、
STZ群では、不変（AC3，　AC8）、増加（AC4，　AC7）、
低下（AC5，　AC6）しているisofbrmがあることが確認
された（Fig．7）。従って、糖尿病時において、　AC5活
性が低下していることが明らかとなったが、AC
isofbrm全体で考えると、代償的かあるいは、他の因子
によって増加しているisofbrmも存在し、種々の刺激に
よるcAMP産生能は巧妙に調節されていると考えられる
が、各々のisofbrm選択的活性化薬が開発されれば、糖
尿病時におけるAC活性の更なる解析ができるであろう。
　PKAは、広範な基質をリン酸化する、様々な場所に
存在するセリン／スレオニンキナーゼであり、細胞の増
殖、分化、イオンチャネルの伝導性、血管緊張性調節な
ど、多くの細胞プロセスを調節している’5｝。PKAポロ酵
素は、通常、不活性な四量体で、2つの調節サブユニッ
トと2つの触媒サブユニットから構成され、cAMPが調
節サブユニットに結合すると、触媒サブユニットが放出
され、遊離した触媒サブユニットは様々な基質をリン酸
化する。そこで、STZ誘発糖尿病ラット腸間膜動脈を用
いてPKAの発現・活性と血管反応との関係について検
討した16’。PDEの影響を除くためにPDE阻害剤を用い
て検討したところ、糖尿病群で細胞膜透過性cAMP
analog（dbcAMP）による弛緩反応が減弱し、さらに、
dbcAMP刺激時におけるPKA活性も低下していた（Fig．
8）。これらより糖尿病時においてはPDE充進のみなら
ず、cAMPの下流のシグナリングの障害が起きているこ
とが示唆された。また、PKAサブユニットのmRNA発
現を検討したところ（Fig．9）、糖尿病群において触媒
サブユニット（catα）が低下し、調節サブユニット（R
IIβ）が増加していた。タンパクレベルでも同様の結果
が得られた（data　not　shown）。よって、　PKA活性の
低下はサブユニットの発現バランスの変化に起因してい
る可能性が示唆された。しかしながら、糖尿病病態時に
おけるこれら発現バランスの変調の原因については全く
不明であるので、この点については今後の研究に期待し
たい。
る10週経過したSTZ動物に対して2週間cilostazol
を投与して検討した。対照群と比較し、STZ群において、
血中グルコース、コレステロール、トリグリセライドの
増加、インスリン値の低下が認められたが、cilostazol
を処置しても、これらのパラメータの変動に対し影響を
及ぼさなかった（Table　1）。対照群と比較し、　STZ群
におけるEDHF様弛緩反応は減弱していたが、　cilostazo
l投与群にて改善が認められた（Fig．10）。　EDHF様弛
緩反応はPKA阻害薬で、対照群及びcilostazol投与群で
抑制された（Fig．10）。また、　ACh刺激によるcAMP産
生は、STZ群で速やかに分解されるが、　cilostazol投与
群で、持続的な蓄積が認められた（Fig．11）。　cAMP
analogによる弛緩反応もSTZ群で減弱するが、
cilostazol投与群にて改善が認められ（Fig．12）、更に
cAMP　analogによるPKA活性のSTZ群での低下は
cilostazol投与群で対照群レベルまで改善していた（Fig．
12）。PKAサブユニットの蛋白発現に関しては、　STZ群
にてCatαが低下し，　RIIβが増加するが、　cilos七azo1投
与群にてRIIβが有意に低下した（Fig．13）。　cilostazol
を慢性投与することにより、STZ誘発糖尿病動物におけ
るEDHF様弛緩反応がcAMP／PKAシグナリングの増加
を介して改善されることが示唆された。ラット腸間膜動
脈におけるEDHFシグナリングとして重要な役割を果た
すgap　junctionの機能はcAMP／PKAシグナリングによっ
て増強することが知られているので、この機能改善が
cilostazolによるEDHF様弛緩反応の改善につながった
と考えられる。Cilostazol慢性投与によって、　PDE3活
性が持続的に抑制された結果、糖尿病時において、
cAMPの分解が抑制されるのみならず、　PKAサブユニッ
トの発現バランスの改善が起こり、最終的にcAMP／
PKA系の改善に繋がったと考えられる（Fig．14）。　ED
HFは血管径が小さくなる程に、寄与が大きくなるので、
cilostazolは糖尿病性細小血管障害の治療薬として有用
である可能性が示唆された6｝。
Tablo　1．V白lugs　of　varbus　par白m創ers　h　control　rat88nd　ciloぷ8zol・treatgd　and・
ur捻reポ●d　STZ　r8t8
P口r8m創er8 Confro’ STZ
c〃08紬zo’一‘rθ8fM
　　s7z
3．ストレプトゾトシン誘発糖尿病ラットEDHF様弛
　緩反応の減弱に対するcilostazol慢性投与の影響
　STZラット腸間膜動脈においては、　AC、　PDE、　PKA
といったcAMP濃度を規定する分子の異常が起こってい
ることが明らかとなり、cAMPシグナリングの改善が、
糖尿病性血管障害の治療戦略になりうると考え、PDE3
選択的阻害薬（cilostazol）をSTZラットに慢性投与し、
腸間膜動脈におけるEDHF様弛緩反応の減弱が改善する
かどうか検討を行った17〕。Cilostazolの予防効果ではな
く、治療効果を検討するため、EDHF障害がすでに起こっ
Body　welg㎞（旬 578．0　±　17．7（15）260．0±7．4（15）白　274．0　±8．7（15r
Pla8m8　gluco8e（mψdll　　143．7　士2．4（15）　575．8±13．9（t5ド610．0土10．5（15「
la8m自chol6st●rol（mg／dl｝　96，5　±2．2“5）　163．3±7．0（15）白　157．1±4．2（15r
Pla8m白HDL（mg／dl）53．8　士　1．9（15）　　56．0±1．7（15）　　　58．0　土　1．7（15）
Pla8ma　trlglycerid6（lr〆dl）　144．0　土　1　t6（15）648．7±30．0（15｝金　571．0　±35．6（15r
Pla8m日In8ulin（P9／ml）　　1590・O　士70・9（†5）311．9土44．6（15ア492・1±77・5（15r
Blood　pr●88ur●（mmHg｝　　103．1士1．8（15）　101．7±2．7（151　108．7±3．2（15）
Numbgr　of　dgtgrmmation8　i88hown　wnhln　par●nthg808．　P＜0．0αv■oontrol息
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　　　state　may　be　attributable　to　an　increase　in　PDE3　activity，　leading　to　a　reduction　in　the　action　of　cAMP，　and　the
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4．2型糖尿病ラット腸間膜動脈における血管反応性の
　　変化
　糖尿病は、主に若年に発症する1型糖尿病と、成人で
発症する2型糖尿病に大別されるが、日本人では2型糖
尿病の患者が約95％と圧倒的に多い。2型糖尿病モデル
動物は、現在、自然発症あるいは実験的モデル動物が存
在するが、2型糖尿病は遺伝的要因と、環境的要因であ
る生活習慣等の後天的な複雑な相互作用により発症する
ため、2型糖尿病モデル動物は少なく、血管障害に関す
る報告は少ない。そこで、2型糖尿病モデル動物である
Otsuka　Long－Evans　Tokushima　Fatty（OLETF）ラッ
ト腸間膜動脈を用いて血管反応性の検討を行った18・’9‘。
OLETFラット（60－65週齢）において、対照Long－Evans
Tokushima　Otsuka（LETO）ラットと比較して、体重、
血圧、血中グルコース、コレステロール、トリグリセラ
イドの増加が認められたが、インスリン値は不変で、ア
ディポネクチン値は低下していた（Table　2）。　AChに
よる弛緩反応を検討したところ、intactでは、　LETO群
と比較し、OLETF群で弛緩反応の低下が観察され、
10『7M以降では、弛緩から収縮に転じるが、この反応は
indomethacinにより消失した。　Indomethacin処置下や、
indomethacin＋apamin＋TRAM34処置によるNO弛緩反
応、L－NNA＋indolnethacin処置によるEDHF様弛緩反
応は、いずれもOLETF群で減弱した（Fig．15）。　Intact
での弛緩反応において、AChの高濃度側で収縮反応が
起こることから、内皮由来の収縮因子（EDCF）が産生・
放出されている可能性が考えられ、ACh誘発収縮反応
（L－NNA存在下）について検討を行ったところ、OLETF
群で収縮増大が認められた（Fig．16）。これは、　cox
阻害薬や、トロンボキサン受容体拮抗薬で抑制されるこ
とから、COX由来のプロスタノイドがEDCFに寄与し
ていることが示唆され、OLETF群では、この系が充進
していると考えられた。実際、ACh刺激におけるTXA2
産生、腸間膜動脈におけるCOX－1，　COX－2蛋白発現が、
OLETF群で増加しており　（Fig．17）、これらより、
OLETFラットにおいて、腸間膜動脈においては、　COX－
1，COX－2増加に伴った、　EDCFの増加が起こっている
一方で、NOや、　EDHFの低下も生じており、内皮由来
因子のバランス異常が起こっていることが明らかとなっ
た。また、EDHFシグナリングに関しては、　STZラット
腸間膜動脈と同様に、gap　junction阻害薬、　PKA阻害
薬で抑制され、PDE阻害薬で増強することから（Fig．
18）、1型糖尿病ラットと同様のシグナリングを介して
いると考えられ、OLETF群において、　PDE3阻害薬に
よる弛緩反応、cAMP　analogによる弛緩反応、並びに
PKA活性の低下が認められた（Fig．19）ことから、
OLETFラットにおいても、　EDHFシグナリングの減弱
には、cAMP／PKA系の障害が関与していると考えられ
る。しかしながら、IBMX存在下のEDHF様弛緩反応は、
依然としてOLETF群で低下しており、cAMP／PKA系以
外の障害もEDHFの低下に寄与している可能性がある。
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Table　2．　Values　of　various　parameters　in　LETO　and　OLETF　rats
Parameters LETO OLETF
Body　weight（g）
Plasma　glucose（mg　dl’1）
Plasma　cholesterol（mg　dl’1）
Plasma　triglyceride（mg　dl’1）
Plasma　insulin（ng　ml“1）
Plasma　adiponectin（μg　mr1）
Systolic　blood　pressure（mmHg）
527．4±
165．9±
120．3±
93．2
1．8
3．8
114．2
????
6．5（16）
4．6（16）
3．8（16）
3．8（16）
0．2（16）
0．1（16）
2．6（16）
636．4±22．2（16）★★★
509．5±49．1（16）★★★
201．9±12．6（16）★★★
388．9±43．9（16）★★★
　　1．8±0．3（16）
　　2．9±03（16）★
140．4±3．7（16）★★★
Number　of　determinations　is　shown　within　parentheses．★P＜0．05，★★P＜
0．01，★★★P＜0．OOI　vs．　LETO　rats
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Fig．15　Concentration－response　curves　fbr　ACh－induced　relaxations　in　mesenteric　arteries丘om　LETO　and　OLETF　rats．
　　　　Data　were　obtained　in　the　absence（A）or　presence（B－D）of　the　fbllowing　drugs：10μMindomethacin（B），10
　　　　μMindomethacin　in　combination　either　with　100　nM　apamin　plus　10μMTRAM34（C）or　with　100μML－NNA
　　　　（D）．Data　are　means±SE．　Number　of　determinations　is　shown　within　parentheses．＊P＜0．05，＊＊P＜0．01，＊＊＊P
　　　　＜0．001vs．1．ETO．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　evoked　by　10μMACh　in　mesenteric　arte亘es伽m　LETO　and　　　　　 （stable metabolite　of TXA2）Fig．17 Release　of　TXB2
　　　　　0LETF　rats，　together　with　the　ef輪ct　of　indomethacin（indo；10μM）on　the　ACh（10μM）－induced　release　of　TXB2
　　　　　in　mesente亘c　arteries伽m　OLETF　rats．　Data　are　mean±SE丘om　3－6　expehments．＊＊＊P＜0．001　vs．　corre－
　　　　　sponding　vehicle　（Veh）・treated　group．鼻P＜0．05　vs．　ACh－treated　LETO　group。1‘P＜0．01　vs．　ACh－treated
　　　　　　　　　　　　　　　　　，C）Analysis　of　COX－1（B）and　COX－2（C）protein　expressions　in　mesenteric　arteries．　ValuesOI、ETF　group．（B
　　　　　are　each　the　mean±SE　of　7　determina七ions．＊＊P＜0．01　vs、　LETO，
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Fig．18　Ef丘cts　of　the　gapうunction　inhibitor　18α一GA（A），the　PDE　inhibi七〇r　IBMX（B），and　a　PKA　inhibitor（C）on　the
　　　　　　EDHF－type　relaxations　in　mesenteric　arteries　fをom　age－matched　LETO　and　OLETF　rats．　In　each　experiment，　a
　　　　　　combination　of　L－NNA（100μM），indomethacin（10μM），　and　one　of　18α一GA（100μM）（A），IBMX（20μM）（B），
　　　　　　or　PKA　inhibitor（5μM）was　applied　40　min　befbre　PE　application，　and　was　present　thereafter．　Each　data－point
　　　　　　represents　the　mean±SE　f拍m　40r　6　experiments．＊P＜0．01，＊＊P＜0．001，　L－NNA＋indoInethacin　group　vs．
　　　　　　LNNA＋indomethacin＋18α一GA　or　IBMX　or　PKA　inhibitor　group．＃P＜0．01，脅P＜0．001，　inhibitors－treated－
　　　　　　LETO　vs．　inhibitors－treated－OLETF　group．
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Fig．19　cAMP－mediated　relaxation　in　mesenteric　arteries　fナom　age－matched　LETO　and　OLETF　rats．（A）Concentration－
　　　　　　response　curves丘）r　the　relaxations　induced　by　cilostamide（PDE3　inhibitor）．　In　each　experiment，　LNNA（100
　　　　　　　μM）＋indomethacin（10μM）was　applied　40　min　befbre　the　PE　application，　and　was　present　therea庇er．　Each
　　　　　　data－point　represents　the　mean±SE　f士om　5　experiments．＊P＜0．05　vs．　LETO．（B）Decrease　in　cAMP　analog
　　　　　　　（8Br－cAMP；1μM）－induced　relaxation　in　OLETF　mesenteric　arteries．　Results　are　expressed　as　the　mean±SE
　　　　　　仕om　6　experimellts．＊P＜0，01　vs．　LETO．（C）Measurement　of　PKA　activity　in　mesenteric　arteries．　The　mesen－
　　　　　　teric　arteries　were　pretreated　with　20μMIBMX　fbr　30　min，　and　subsequently　either　100μMdb－cAMP　or
　　　　　　Vehicle（Veh）was　added　fbr　30　min．　Pos，　positive　control（10　ng　PKA）；Neg，　negative　control（deionized　water）．
　　　　　　Phosphorylated　peptide　bands　were　quantitated　by　spectrophotometry．　Results　are　mean±SE　f士om　30r　4　experi－
　　　　　　ments．＊P＜0．05　vs，　corresponding　LETO．
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Fig．20　Concentration－response　curves　fbr　the　e鑑cts　of
　　　K＋channel　activation　in　mesenteric　artenes伽m
　　　age－matched　LETO　and　OLETF　rats．　Relaxations
　　　were　induced　by　（A）IK、　channel　activator　　　　　　　　　　　 　　　　　　　　 （1．
　　　認1。：自芸）、語濃霊1。鍵c鵠甑（艦紬i三
　　　indomethacin　（10μM）．　Such　concentration－
　　　response　curves　were　also　generated　in　the　com－
　　　bined　presence　of　LNNA，1ndomethacin，　and　one
　　　of　two　K＋channel　inhibitors［charybdotoxin　（70
　　　nM）in（A）and　apamin（100　nM）in（B）1．　Each
　　　data・point　represents　the　mean±SE　fセom　3－7　ex－
　　　pe㎡ments．＊P＜0．05，＊＊P＜0．001，　LETO　vs．
　　　OLETF．升P＜0、05，精P＜0．001，　K＋channel　inhibi－
　　　tor－untreated　vs．－treated　group．
5．おわりに
　本研究の結果から、糖尿病性細小血管障害の機序の一
端が明らかとなった。血管における最も重要な機能であ
る収縮・弛緩反応に関して、血管径が小さくなればなる
程、EDHFの寄与が大きくなるが、糖尿病病態時におい
ては、EDHFシグナリングの障害が起こっており、これ
はcAMPという細胞内セカンドメッセンジャーによる
EDHFに対する調節的な働きが欠損しているために起こ
るということが明らかとなった。これまで、EDHFが減
弱している幾つかの病態モデルに対して、その病態をター
ゲットとした治療薬などがEDHFシグナリングを改善さ
せることが報告されてはいたが、その数は少なく、詳細
な分子機序に関しては全く不明であった。本研究によっ
て、血管に対するcAMRPKA系を活性化するような薬
物、例えば、PDE3阻害薬（cilostazol）が、　EDHFを
ターゲットとした新しい治療戦略になりうると思われる。
糖尿病性細小1血管障害に対する治療戦略は未だ、完全に
確立されておらず、糖尿病性細小血管障害の発症・進展
を阻止することができれば、糖尿病患者のQOLは劇的
に改善されるので、本研究が糖尿病性細小血管障害に対
する治療戦略の一助になれば幸いである。
謝辞
　本研究を遂行するにあたり平成18年度星薬科大学大
谷記念研究助成金を賜りましたことに深く感謝致します。
また、本研究の遂行に当たり終始御指導いただきました
機能形態研究室　鎌田勝雄教授に心より感謝致します。
最後に本研究に御指導、御協力頂きました小林恒雄講師、
並びに同研究室の皆様に深く感謝致します。
EDHFシグナリングにおいて、内皮細胞に局在するCa2＋
－activated　potassium　channel（IK，。，　SK，。）が過分極
発生に重要であることが知られている溺ので、これら
の活性化薬による弛緩反応を検討したところ、いずれの
活性化薬においても、OLETF群にて減弱していた
（Fig．20）。従って、　oLETFラットにおいて、　EDHFシ
グナリングに対するモジュレーターとしてのcAMP／
PKA系の障害のみならず、　EDHF発生源としてのCa2＋－
activated　potassium　channelsの障害が起こっている
ことが示唆された。
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Atherapeutic　target　fbr　microvascular　complications　in　diabetes
Takayuki　MATSUMOTO
1）eρα材me励げp勧SεoZqgyαη∂1μ0τρんoZ㎎y，∫πsZ‘鋤e（ゾ」ぬdjciπαZ　Cんαηjs的，　Hbs玩砺i〃ers吻
　　　Vascular　alterations　in　diabetes　cause　or　contribute　to　the　etiology　of　microvascular　complications　such　as
nephropathy，　neuropathy，　and　retinopathy．　The　endotheliuln　controls　the　vascular　smooth　muscle　tone　through　the　pro－
duction　of　vasodilator　mediators　such　as　nitric　oxide，　prostacyclin，　and　a　still－elusive　endothelium－derived　hyperpolarizing
血ctor（EDHF）、　Although　EDHF　is　a　prominent　vasodilator，　particularly　in　smaller　arteries，1ittle　attention　has　been
paid　to　the　potential　role　of　EDHF　responses　in　diabetes．　EDHF血nction　may　involve　the　participation　of　mediators，　in－
cluding　several　di飽sible　factors　and　nondif翫sible　factors，（e．g．，　conduction　of　hyperpolarization　via　myoendothelial　gap
junctions）．　Indeed，　in　several　vessels，　cyclic　adenosine　3’，5’－monophosphate（cAMP）facilitates　EDHF　responses　by　en－
hancing　electrotonic　conduction　via　gap　junctions．　It　has　been　demonstrated　that　the　alterations　in　EDHF　relaxation　seen
in　mesenteric　arteries伽m　diabetic　rats　may　be　attributable　to　an　increase　in　phosphodiesterase3（PDE3）activity，　lead－
ing　to　a　reduction　in　the　action　of　cAMP，　and　moreover　the　activity　of　protein　kinase　A（PKA）is　decreased　in　such　ar－
teries．　Although　an　improvement　in　EDHF　responses　has　not　been，　as　yet，　the　su句ect　of　any　direct　pharmaceutical
effbrt，　increasing　cAMP／PKA　signaling（e．g．，　by　inhibiting　PDE3　activity）has　potential　as　an　interesting　therapeutic　tar－
get　in　diabetic　microvascular　disease．
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